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L’endotelio svolge un ruolo primario nella regolazione del tono e della struttura 
vascolare attraverso la produzione di varie sostanze. In condizioni fisiologiche, il 
principale mediatore della funzione endoteliale è l’ossido nitrico (NO), prodotto 
dalla ossido nitrico sintetasi (NOS) a partire dall’aminoacido L-arginina; l’ossido 
nitrico, oltre ad essere un potente vasodilatatore, è anche un antiaggregante 
piastrinico, un inibitore della proliferazione e della migrazione delle cellule 
muscolari lisce, dell’adesione dei monociti, dell’espressione delle molecole di 
adesione e della sintesi di endotelina-1. 
 
La disfunzione endoteliale è una condizione caratterizzata principalmente da una 
compromissione della biodisponibilità di NO, cui consegue una minore capacità da 
parte dell’endotelio di regolare il tono vascolare e di proteggere il vaso stesso dallo 
sviluppo e dalla progressione di lesioni aterosclerotiche e trombotiche, e quindi delle 
patologie cardiovascolari. La comparsa di disfunzione endoteliale si osserva 
precocemente nell’ambito di numerosi fattori di rischio cardiovascolari quali 
l’ipertensione arteriosa, il diabete mellito e l’obesità.  
 
L’obesità è una malattia ad eziologia multifattoriale in cui, ad una predisposizione 
genetica, spesso si associano un intake calorico eccessivo di grassi saturi e uno stile 
di vita sedentario. L’obesità è caratterizzata dalla presenza di una infiammazione 
sistemica di basso grado che, producendo radicali liberi dell’ossigeno (ROS) 
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mediante la generazione intravascolare di anione superossido, determina lo sviluppo 
di disfunzione endoteliale, come documentato in diversi distretti vascolari. 
 
Arginasi (Arg) è un sistema enzimatico coinvolto nel ciclo dell’urea, che catalizza 
l’idrolisi di L-arginina convertendola in L-ornitina (utilizzata per la sintesi di L-
prolina e poliamine per la sintesi di collagene e la crescita delle cellule muscolari 
lisce vasali). Arginasi è stata identificata anche a livello della parete vascolare, dove 
compete con la eNOS per il comune substrato L-arginina. Una aumentata attività 
arginasica è associata alla presenza di disfunzione endoteliale all’interno dei vasi di 
modelli sperimentali animali di aterosclerosi, ischemia miocardica, ipertensione, 
diabete mellito, invecchiamento ed obesità, in cui infatti l’inibizione di Arginasi ha 
dimostrato essere in grado di ripristinare una normale funzione endoteliale. 
 
Attualmente, nell’uomo, non esistono dati circa il ruolo di Arginasi nella patogenesi 
della disfunzione endoteliale nel microcircolo periferico del paziente con obesità 
severa. Pertanto, questa tesi ha lo scopo di valutare, nelle piccole arterie di resistenza 
prelevate dal tessuto sottocutaneo di pazienti obesi, il ruolo di Arginasi nella genesi 
della disfunzione endoteliale e il meccanismo attraverso il quale la determina. Nella 
presente tesi è stato valutato anche il rapporto tra il ruolo di Arginasi e la produzione 
vascolare di ROS. 
 
La funzione endoteliale è stata studiata a livello delle piccole arterie di resistenza 
ottenute da prelievo bioptico durante intervento chirurgico laparoscopico, al quale 
tutti i pazienti sono stati sottoposti. La popolazione studiata è stata suddivisa in 
pazienti obesi e soggetti normopeso di controllo ed entrambi i gruppi sono stati 
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ulteriormente suddivisi in due classi sulla base dell’età, con un cut-off di 30 anni. La 
metodica utilizzata per lo studio della funzione endoteliale è stata la tecnica micro 
miografica a pressione. 
 
Il disegno sperimentale ha previsto la valutazione della vasodilatazione endotelio-
dipendente mediante curve dose-risposta all’acetilcolina, mentre la vasodilatazione 
endotelio-indipendente è stata valutata mediante infusione di nitroprussiato di sodio. 
L’infusione di acetilcolina è stata ripetuta dopo incubazione con N-nitro-L-arginina-
metilestere (L-NAME, inibitore di NOS), N-idrossi-nor-L-arginina (norNOHA, 
inibitore di Arginasi), coincubazione di norNOHA e L-NAME, L-arginina, 
coincubazione di L-arginina e  norNOHA. 
 
Mediante l’analisi di immunofluorescenza è stata valutata la produzione 
intravascolare di anione superossido. 
 
I dati ottenuti dimostravano che i piccoli vasi dei pazienti obesi molto giovani (età 
inferiore a 30 anni) erano caratterizzati da una ridotta risposta vascolare 
all’acetilcolina rispetto ai controlli di pari età. La simultanea infusione di norNOHA 
era in grado di potenziare la risposta all’acetilcolina e l’effetto inibitorio della L-
NAME. Inoltre l’infusione di L-arginina, che di per sè non era in grado di 
modificare la risposta vascolare all’acetilcolina, in presenza di norNOHA portava 
invece ad un netto potenziamento della vasodilatazione endotelio-dipendente. Al 
contrario, i piccoli vasi dei pazienti obesi di età superiore a 30 anni erano 
caratterizzati da una ridotta risposta vascolare all’acetilcolina (ulteriormente ridotta 
rispetto ai pazienti obesi più giovani), la quale non veniva sostanzialmente 
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modificata né da infusione di L-NAME, né di norNOHA, né dalla 
cosomministrazione di norNOHA con L-NAME o L-arginina. 
 
I risultati dell’analisi di immunofluorescenza dimostravano un notevole aumento 
della produzione di anione superossido nei vasi dei pazienti obesi di età superiore a 
30 anni, sia rispetto ai soggetti normopeso di controllo che rispetto ai pazienti obesi 
più giovani. 
 
In conclusione, questi risultati indicano che nelle piccole arterie dei pazienti obesi 
più giovani, l’inibizione di Arginasi migliora la funzione endoteliale attraverso un 
aumento della biodisponibilità di NO, mentre nei pazienti obesi più anziani Arginasi 
non sembra giocare nessun ruolo nel determinismo della disfunzione endoteliale, in 
















2.1 Fisiologia delle cellule endoteliali 
L'endotelio gioca un ruolo chiave nel regolamento della normale funzione dei vasi 
sanguigni, mantenendo l'omeostasi e il tono vascolare [1]. 
Fino a pochi decenni fa, sembrava che l'endotelio assolvesse semplicemente alla 
funzione di membrana semipermeabile alla diffusione di macromolecole dal lume 
vascolare allo spazio interstiziale. Attualmente sono stati definiti numerosi altri ruoli 
dell'endotelio, quali la modulazione dell'infiammazione, la regolazione del tono 
vasomotore, la promozione e l'inibizione della proliferazione cellulare vascolare e la 
modulazione della cascata coagulativa. 
L'endotelio svolge, in particolare, una importante funzione fisiologica di 
modulazione del tono vascolare attraverso un fine bilancio tra la produzione di 
molecole ad attività vasodilatante e fattori che invece causano vasocostrizione.  
Tra le molecole ad attività vasodilatante di origine endoteliale, la più importante è 
sicuramente l'ossido nitrico (NO). Nel 1980, Robert Furchgott e collaboratori 
dimostrarono, in segmenti di aorta di coniglio, che era necessaria la presenza 
dell'endotelio, affinchè l'acetilcolina (ACh) determinasse rilasciamento vascolare 
(vasodilatazione endotelio-dipendente). Successivamente, si comprese che esisteva 
un fattore solubile prodotto dalle cellule endoteliali, il quale era in grado, se 
trasferito da un vaso con endotelio intatto a un vaso privo di endotelio, di produrre lo 
stesso effetto vasodilatante. Tale fattore venne chiamato EDRF (endothelium-
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derived relaxing factor) e ben presto, Furchgott e un altro ricercatore, Ignarro, nel 
1986, proposero che tale fattore fosse proprio l’ossido nitrico. Nel 1987, Palmer et 
al. per primi ne dimostrarono la produzione da parte delle cellule endoteliali a 
seguito della stimolazione con bradichinina e negli anni successivi si riuscì a 
identificare e a clonare l'enzima responsabile della sua produzione [2]. 
NO è prodotto dall'enzima ossido nitrico sintetasi (NOS) a partire dal substrato L-
arginina (L-arg), con formazione di L-citrullina. Esistono tre forme distinte di NOS, 
quella neuronale (nNOS), quella endoteliale (eNOS) e quella inducibile (iNOS). 
Tutte e tre sfruttano lo stesso substrato (L-arg) e come co-substrati l'ossigeno 
molecolare (O2) e la nicotinammide-adenina-nucleotide fosfato (NADPH); cofattori 
dell'enzima sono la flavina-adenina-dinucleotide (FAD), la flavina-mononucleotide 
(FMN) e la (6R-)5,6,7,8-tetraidrobiopterina (BH4). Nella reazione di formazione di 
NO, si verifica un trasferimento di elettroni dal NADPH, attraverso FAD e FMN, 
presenti nel domino C-terminale reduttasico dell'enzima, al gruppo eme presente nel 
suo domino ossigenasico N-terminale (quest'ultimo contenente anche il cofattore 
BH4, l'ossigeno molecolare ed il substrato L-arg). All'interno del dominio N-
terminale, gli elettroni trasferiti vanno a ridurre e attivare l'ossigeno molecolare in 
O
2-
 con ossidazione in due step della L-arginina e produzione finale di L-citrullina e 
NO. L'ossido nitrico prodotto all'interno delle cellule endoteliali dalla eNOS può 
così diffondere all'interno delle cellule muscolari lisce vascolari, determinando 
l'attivazione della guanilato ciclasi con conseguente formazione di guanosina 
monofosfato ciclico (cGMP). Il risultato è il rilasciamento della muscolatura liscia 
vascolare con determinazione di una risposta vasodilatante [3]. 
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NO, inoltre, presenta altri importanti effetti biologici: contribuisce, assieme alla 
prostaciclina, alla inibizione della aggregazione piastrinica [4]; ad alte dosi, inibisce 
la proliferazione delle cellule muscolari lisce vascolari [5]; riduce l'espressione di 
molecole di adesione da parte dell'endotelio [6]; previene l'adesione dei leucociti 
all'endotelio [7]. 
Oltre all'ossido nitrico, l'endotelio produce una serie di altre molecole in grado di 
influenzare il tono vascolare. Ne risulta che l'effetto finale è dato dal bilancio netto 
tra l'attività di molecole ad azione vasocostrittiva e quella di molecole ad azione 
vasodilatante. E' interessante notare come, in caso di endotelio assente o 
disfunzionante, l'effetto predominante di questi agenti vasoattivi sia la 
vasocostrizione, piuttosto che la vasodilatazione (Fig. 1). 
Le principali molecole ad attività vasodilatante, oltre all'ossido nitrico, sono la 
prostaciclina e l'EDHF (endothelium-derived hyperpolarizing factor) [2]. 
La prostaciclina (PGI2), prodotta a livello vascolare sia dalle cellule endoteliali che 
dalle cellule muscolari lisce, è una sostanza dotata di breve emivita ed è sintetizzata 
ad opera dell’enzima prostaciclina sintasi a partire dall'acido arachidonico. Ha un 
effetto protettivo nei confronti del danno intimale e del rimodellamento vascolare; è 
fondamentale soprattutto nella regolazione del flusso a livello renale [8]. 
EDHF, sostanza non ancora ben identificata, determina una iperpolarizzazione delle 
fibrocellule muscolari lisce con conseguente rilasciamento. Sembrerebbe che la sua 
produzione sia stimolata, come meccanismo compensatorio, in quelle situazioni in 
cui si verifica una ridotta biodisponibilità di NO [9]. 
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Le principali molecole ad attività vasocostrittiva sono: endotelina, angiotensina II, 








Figura 1. Sostanze vasodilatanti di origine endoteliale. Le principali sostanze vasodilatanti 
prodotte dall’endotelio sono il fattore iperpolarizzante di origine endoteliale (EDHF), il 
monossido di azoto (NO) e la prostaciclina (PGI2). Tra queste la sostanza più importante è 
sicuramente il NO. La produzione di NO da parte delle cellule endoteliali può essere attivata 
sia da agonisti che agiscono su recettori specifici (acetilcolina, bradichinina, serotonina, 
sostanza P, ecc.) che da stimoli meccanici quali lo shear-stress. Questi meccanismi attivano 
l’enzima NO-sintetasi che, trasformando l’aminoacido L-arginina in citrullina, produce NO. 
L’NO agisce aumentando le concentrazioni intra-cellulari di cGMP nelle cellule muscolari 
lisce vascolari. L’azione della NO-sintetasi può essere bloccata sperimentalmente nell’uomo 
attraverso un analogo della L-arginina, la NG-monometil-L-arginina (L-NMMA). L’endotelio 
produce anche sostanze vasocostrittrici: tra queste le più importanti sono i fattori 
cicloossigenasi dipendenti quali il trombossano A2 (TXA2), la prostaglandina H2 (PGH2) e gli 
anioni superossidi (O2


















































L'endotelina (ET), identificata da Yanagisawa et al. nel 1988, è un peptide costituito 
da 21 aminoacidi e ottenuto dalla proteolisi di un precursore, detto pre-pro-
endotelina, prodotto dalle cellule endoteliali. Possiede una spiccatissima attività di 
vasocostrizione, la cui azione dipende dalla concentrazione di Ca
2+
 [10]. 
Lo stesso gruppo giapponese, l'anno successivo, ha evidenziato la presenza di tre 
differenti isoforme di questo enzima, ET-1, ET-2 ed ET-3, prodotte da tre geni 
differenti. Delle tre isoforme, gli effetti vascolari sono tutti riferibili alla sola ET-1 
[11]. 
Esistono due tipi recettoriali: ETA è presente esclusivamente a livello delle cellule 
muscolari lisce vascolari e la sua stimolazione da parte di ET-1 comporta 
vasocostrizione; ETB, invece, è presente sia a livello delle cellule muscolari lisce, 
dove media vasocostrizione, che a livello delle cellule endoteliali, dove media 
vasodilatazione in quanto induce la produzione di NO [12],[13] . L'NO è infatti in 
grado di inibire la sintesi e gli effetti vasocostrittori di ET-1 [1] che, a propria volta, 
stimola la generazione e il rilascio di NO attraverso i recettori endoteliali ETB [13] 
(Fig. 2). E' noto, d'altronde che, infondendo ET-1 esogena, si provoca una 









Figura 2. Rappresentazione schematica della interazione tra il sistema dell’NO e della Endotelina 
nel distretto vascolare. L’NO è capace di inibire la sintesi e gli effetti vasocostrittori dell’ET-1 








(ossia un radicale libero dell'ossigeno, ROS), la cui principale fonte è rappresentata 
dalla NAD(P)H-ossidasi, enzima complesso costituito da due subunità legate alla 
membrana e tre subunità citosoliche. Questo enzima catalizza una reazione di 
ossido-riduzione tra O2 e NADPH o NADH, con conseguente produzione di anione 
superossido attraverso la rimozione di un elettrone da O2 [14]. Inizialmente, si 

















delle cellule dell'immunità (ad esempio macrofagi e neutrofili), mentre ad oggi è 
nota anche il suo ruolo all'interno delle cellule endoteliali, ai fini della regolazione 
della funzione endoteliale [15]. In condizioni di normalità, NAD(P)H-ossidasi, 
all'interno delle cellule endoteliali, possiede un basso livello di attività, circa 1-10% 
rispetto a quella leucocitaria. Tuttavia, sappiamo che questo enzima risponde a vari 
stimoli, come fattori di crescita (PDGF, EDGF, TGF-β), stimoli meccanici (shear 
stress), fattori metabolici (iperglicemia, iperinsulinemia, acidi grassi liberi, prodotti 
di glicazione avanzata) e agonisti dei recettori associati a proteine G (serotonina, 
trombina bradichinina, endotelina, angiotensina II) [16]. 
Una ulteriore fonte di ROS a livello dell’endotelio vascolare è rappresentata 
dall’enzima Xantina ossidasi, che catalizza l’ossidazione della ipoxantina e della 









 ha una breve emivita e viene rapidamente 
trasformato in H2O2 dalla superossido-dismutasi (SOD), più precisamente dalla SOD 
extracellulare, ovvero l’isoforma più attiva a livello vascolare [18].  
Recenti osservazioni sperimentali dimostrano un'aumentata produzione di 
superossido in condizioni quali l'aterosclerosi, il diabete mellito e l'ipertensione, 
suggerendo che la disfunzione endoteliale sia secondaria ad un aumentato 
metabolismo di NO, piuttosto che ad una sua diminuita sintesi. Il superossido, 
infatti, reagisce rapidamente con NO per formare il perossinitrito (ONOO-), che 





2.2 Disfunzione endoteliale 
2.2.1 Definizione di disfunzione endoteliale 
La disfunzione endoteliale si definisce come quella condizione patologica ai danni 
dell'endotelio caratterizzata da una ridotta biodisponibilità di ossido nitrico; in un 
quadro del genere, viene così a mancare l'antagonista fisiologico principale di tutte 
quelle sostanze (prostanoidi, endotelina-1, angiotensina II, etc.) che hanno un effetto 
dannoso sulla parete vascolare.  
E’ opportuno distinguere la disfunzione endoteliale dal danno endoteliale. Infatti, se 
nella prima condizione osserviamo una alterazione funzionale delle cellule 
endoteliali in assenza di un vero e proprio danno strutturale, nella seconda è presente 
una distruzione delle cellule endoteliali, con importante compromissione della 
struttura dell’endotelio.  
2.2.2 Meccanismi alla base della disfunzione endoteliale 
Sebbene la causa di disfunzione endoteliale sia multifattoriale, la compromissione 
della biodisponibilità di ossido nitrico (NO), definita dalla sua ridotta attività 
biologica conseguente ad una sua minore produzione e/o aumentata inattivazione, è 
considerata un meccanismo chiave in numerose condizioni cliniche e fattori di 
rischio cardiovascolare, tra cui l’ipertensione arteriosa, il diabete mellito e l’obesità 
[2]. 
La disfunzione endoteliale è caratterizzata da due fenomeni che interagiscono tra 
loro: la ridotta biodisponibilità di ossido nitrico (NO) e l'aumentata attività della 
endotelina-1 (ET-1). Effettivamente, venendo meno l'effetto inibitorio di NO sul 
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recettore ETB, si ha un incremento degli effetti vasocostrittori e proliferativi di ET-1 
[1],[19].  
Inoltre, abbiamo l'evidenza che nell'ipertensione essenziale e in altre patologie 
cardiovascolari lo stress ossidativo, dovuto alla presenza di ROS (generati dalla 
NAD(P)H-ossidasi e dal disaccoppiamento della eNOS), sia responsabile della 
ridotta biodisponibilità di NO e quindi della disfunzione endoteliale [19]. Un 
importante fattore sembra essere rappresentato dal cosiddetto disaccoppiamento 
della eNOS (eNOS uncoupling), una condizione in cui l'enzima genera anione 
superossido anzichè ossido nitrico. Situazioni che favoriscono lo sviluppo del 
suddetto fenomeno sono rappresentate da: (1) ossidazione del cofattore BH4 





ONOO-, può disaccoppiare la riduzione dell'O2 dalla generazione di NO. E' ben 
dimostrato che la produzione di NO da parte di eNOS correla strettamente con la 
concentrazione intracellulare di BH4; infatti, tale cofattore risulta essere ridotto in 
molti modelli sperimentali di patologia cardiovascolare, nonchè in pazienti con 
disfunzione endoteliale; (2) una riduzione del substrato L-arginina, riconducibile ad 
una aumentata attività Arginasica (aspetto che verrà ampiamente discusso nel 
paragrafo 2.5); (3) da un accumulo di metilarginine endogene: in particolare, 
nonostante la dimetil-L-arginina asimmetrica (ADMA) sia un inibitore endogeno di 
eNOS, elevati livelli sono associati anche allo sviluppo di disaccoppiamento di 
questo enzima; interessante notare che i principali fattori che regolano i livelli di 
ADMA, ovvero la arginina N-metiltransferasi (PRMT-1, enzima chiave della sua 
produzione) e la dimetil-arginina dimetilamino-idrolasi (DDAH, enzima implicato 
nella sua degradazione), siano sensibili allo stress ossidativo. In alcuni modelli 
sperimentali, lo stress ossidativo va ad aumentare l'attività di PRMT-1 e al contempo 
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va ad inibire l'attività di DDAH, con conseguente incremento dei livelli di ADMA 
[3].  
Recentemente, oltre ai meccanismi di eNOS uncoupling, ne è stato proposto uno 
ulteriore, basato sulla S-glutationilazione di eNOS. Durante lo stress ossidativo, le 
proteine dotate di gruppo tiolico (R-SH) disulfidrilico possono subire una 
glutationilazione tramite scambio di elettroni tra questi gruppi tiolici e il glutatione 
ossidato. Considerando la eNOS, sappiamo che i residui di cisteina sono critici per il 
mantenimento della sua funzione. Alcuni studi infatti evidenziano che la S-
glutationilazione della eNOS proprio a livello di due residui di cisteina porta ad un 
disaccoppiamento reversibile dell'enzima con incremento della produzione di anione 
superossido, dimostrando la loro criticità nella redox-regolazione della funzione di 
eNOS. Inoltre, la S-glutationilazione di eNOS nelle cellule endoteliali comporta una 
riduzione della vasodilatazione endotelio-dipendente [20] 
2.2.3 Importanza clinica della disfunzione endoteliale 
      Come precedentemente detto, la disfunzione endoteliale si associa a quasi tutte le 
condizioni predisponenti all’aterosclerosi e alla malattia cardiovascolare. Sono stati 
pertanto effettuati numerosi studi nel corso dell’ultimo decennio con lo scopo di 
rendere sempre più solida ed evidente la correlazione esistente tra la ridotta 
produzione di ossido nitrico e lo sviluppo delle diverse patologie cardiovascolari. Il 
fine ultimo è ovviamente quello di capire meglio quale possa essere la rilevanza 
clinica della disfunzione endoteliale e se possano essere sviluppate in futuro delle 
nuove possibilità terapeutiche in grado di ridurre la progressione della disfunzione 
endoteliale e, di conseguenza, anche il rischio cardiovascolare globale.  
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      Negli ultimi anni è emersa una certa correlazione tra disfunzione endoteliale, 
dilatazione flusso-mediata (FMD) nell’arteria brachiale e ispessimento della tonaca 
media e dell’intima (IMT)della carotide. Halcox et al. hanno dimostrato che la 
disfunzione endoteliale rappresenta un fattore in grado di predire l’evoluzione 
dell’IMT, senza un parallelo aumento del rischio Framingham, durante un follow-up 
di 6 anni in una popolazione senza malattia cardiovascolare [21]. 
      Alcuni studi suggeriscono la correlazione tra disfunzione endoteliale e ipertrofia del 
ventricolo sinistro, all’interno di una popolazione di pazienti con ipertensione 
essenziale [22]; tuttavia, Muiesan et al. hanno osservato che la presenza di 
disfunzione endoteliale all’interno della stessa coorte di pazienti, valutata mediante 
FMD nell’arteria brachiale, rappresenterebbe un fattore di rischio di eventi 
cardiovascolari di varia entità clinica, indipendentemente dal grado di ipertrofia del 
ventricolo sinistro [23]. 
      Nel soggetto diabetico, uno studio di Ochodnicky et al. ha messo in evidenza una 
certa relazione tra la riduzione della funzione endoteliale e la presenza di 
microalbuminuria, come dimostrato da valutazioni di risposta vascolare alla 
vasodilatazione endotelio-dipendente la quale risulta appunto inversamente 
proporzionale all’entità della escrezione urinaria di albumina; a conferma di ciò, la 
riduzione della funzione endoteliale è meno marcata o addirittura assente se viene 
presa in considerazione una popolazione di diabetici normoalbuminurici o una 
popolazione di soggetti sani [24]. 
      Nel paziente con malattia renale cronica in fase avanzata è presente un importante 
grado di disfunzione endoteliale, di cui è principalmente responsabile l’aumentato 
stress ossidativo, dovuto all’attivazione di diverse vie metaboliche, quali quelle che 
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vedono coinvolte la NAD(P)H ossidasi, la xantina ossidasi, le ossidasi 
mitocondriali, la mieloperossidasi [25]; in più esiste un aumentato livello di 
omocisteinemia (fattore in grado di aumentare la genesi di ROS) e di ADMA, in 
grado di contribuire alla disfunzione endoteliale indipendentemente dallo stress 
ossidativo [26]. Studi di funzionalità vascolare dimostrano, inoltre, che la 
vasodilatazione endotelio-dipendente, valutata in base all’aumento del flusso 
nell’arteria brachiale a seguito di infusione di acetilcolina, è ridotta in maniera 
direttamente proporzionale alla stima della velocità di filtrazione glomerulare [27]. 
      Dell’importanza della correlazione tra obesità e disfunzione endoteliale, argomento 












       2.3  Metodi per la valutazione della funzione endoteliale nell'uomo 
L'evidenza che la disfunzione endoteliale sia un precoce indicatore di danno 
aterosclerotico, nonchè un importante fattore di rischio cardiovascolare, ha condotto 
i ricercatori a sviluppare numerose metodiche per poterne valutare i vari aspetti [29]. 
La valutazione dell'attività endoteliale in vivo, e quindi attraverso studi clinici, 
nell'uomo è estremamente difficile: il dosaggio ematico di NO e di ET-1 è 
impossibile, data la loro brevissima emivita; sarebbe possibile dosarne i cataboliti 
stabili (nitriti e nitrati) sia nel plasma che nelle urine, tuttavia queste misurazioni 
risulterebbero inficiate da diversi fattori quali la dieta e la possibile presenza di 
infezione delle vie urinarie. 
Pertanto, allo stato attuale delle cose, le migliori metodiche di indagine della 
funzione endoteliale sono rappresentate dagli studi di reattività vascolare [30]. 
Lo scopo di questi studi è quello di attivare o bloccare la funzione delle cellule 
endoteliali e al contempo misurare le conseguenti variazioni del tono vascolare in un 
particolare distretto. Il microcircolo periferico può essere studiato a livello dei 
muscoli periferici (in genere dell'avambraccio), del tessuto sottocutaneo, della cute e 
del circolo coronarico [31]. 
In genere, negli studi in vivo, vengono sfruttati i distretti vascolari dell'avambraccio 
e del circolo coronarico in quanto, tramite l'arteria brachiale o l'arteria coronarica 
discendente anteriore, è possibile infondere agonisti ed antagonisti endoteliali a dosi 
che non producono modificazioni dell'emodinamica sistemica. Essi sono comunque 
approcci con un certo grado di invasività, in quanto richiedono l'incannulamento di 
un'arteria brachiale e la cateterizzazione dell'arteria coronarica discendente anteriore 
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(tramite angiografia) per l'infusione intra-arteriosa di farmaci attivi sull'endotelio. Il 
flusso ematico dell'avambraccio è misurato attraverso pletismografia venosa a 
strain-gauge, mentre il microcircolo coronarico è valutato tramite tecnica Doppler. 
Qualsiasi variazione di flusso è indice di variazione delle resistenze locali: un 
aumento di flusso indica vasodilatazione, mentre una riduzione di flusso indica 
vasocostrizione [29][20]. 
Le piccole arterie di resistenza (100-300 μm), ottenute tramite biopsia del tessuto 
sottocutaneo, possono essere studiate attraverso il micromiografo di Mulvany e 
Halpern, tecnica definita in-vitro ex vivo. 
Indipendentemente dalla tecnica utilizzata e dal distretto esaminato, le cellule 
endoteliali possono essere attivate tramite l'infusione di specifici agonisti che 
agiscono attraverso recettori specifici - quali ACh, bradichinina, serotonina o 
sostanza P - oppure aumentando lo stress parietale tangenziale (shear stress). E' 
inoltre possibile somministrare altre sostanze in grado di interferire con la 
produzione di ossido nitrico, somministrando ad esempio N-mono-metil-L-arginina 
(L-NMMA, in grado produrre inibizione competitiva della eNOS), ouabanina (in 
grado di determinare iperpolarizzazione delle cellule muscolari lisce vascolari), 
indometacina (in grado di bloccare l'attività della ciclo-ossigenasi), acido ascorbico 
(in grado di ridurre lo stress ossidativo)[31][32]. 
2.3.1 Studio del microcircolo periferico in vitro ex vivo 
La tecnica micromiografica in vivo ex vitro consente di studiare arterie isolate di 
piccolo calibro (100-300 μm), ottenute tramite biopsia del tessuto sottocutaneo della 
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parete addominale, durante un intervento chirurgico in elezione [32][33]. Esistono 
due varianti della tecnica micromiografica: a fili ed a pressione [34]. 
Nella tecnica micromiografica a fili (wired micromyograph) il vaso può essere 
sottoposto ad uno stiramento meccanico oppure mantenuto ad uno stretch costante, e 
stimolato a contrarsi, permettendo così la misurazione della tensione attiva 
sviluppata. Successivamente il vaso, in condizioni di rilasciamento, viene trasferito 
sullo stativo di un microscopio con lente ad immersione e, mediante un oculare 
micrometrico, viene valutato lo spessore della parete vascolare, gli spessori relativi 
delle diverse tonache ed il diametro del vaso [35]. 
La tecnica micromiografica a pressione, invece, prevede l'incannulamento di 
entrambe le estremità del vaso in esame a due microcannule di vetro all'interno di 
una camera miografica e ad esse legate attraverso l'utilizzo di un filo di seta. 
All'interno della camera miografica è presente una soluzione contenente liquido di 
Krebs-Henseleit, contenente D-glucosio (2.0 g/dL), Solfato di Magnesio (0.141 g/L), 
Fosfato di Potassio (0.16 g/L), Cloruro di Potassio (0.35 g/L), Cloruro di Sodio (6.9 
g/L). Il liquido di Krebs-Henseleit è arricchito con una miscela composta da 95% di 
aria e 5% di CO2 ad un pH di 7.4-7.45 e ad una temperatura costante di 37°C. Gli 
studi vengono effettuati mantenendo costante la pressione all'interno del vaso in 
esame, ovvero 45 mmHg nell'uomo e 60 mmHg nell'animale. Grazie ad un 
microscopio collegato ad una telecamera, è possibile visualizzare il vaso su monitor; 
la presenza di un software dedicato permette di ottenere le misurazioni dello 
spessore della parete del vaso e del suo diametro, informazioni fondamentali per lo 
scopo dello studio. L'esperimento inizia, dopo aver opportunamente immerso il vaso 
all'interno della camera miografica e incannulato le due estremità alle due 
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microcannule di vetro, con la somministrazione di norepinefrina (NE) che determina 
una contrazione vascolare. Successivamente, gli studi di funzionalità endoteliale 
sono eseguiti osservando le modificazioni del diametro del lume in seguito alla 
infusione extraluminale (all'interno del liquido di Krebs-Henseleit) di agonisti ed 
antagonisti endoteliali (Fig. 3).  
Gli studi micromiografici in vitro hanno l'indubbio vantaggio di consentire una 
misurazione precisa ed accurata delle caratteristiche morfologiche e funzionali dei 
piccoli vasi, esente da artefatti da fissazione degli studi istologici. Inoltre consentono 
di studiare numerosi meccanismi fisiopatologici attraverso l'uso di agonisti ed 
antagonisti selettivi non altrimenti utilizzabili negli studi in vivo. Il limite di questa 
tecnica, quando applicata all'uomo, è essenzialmente legato alla relativa invasività 
della procedura, motivo per cui è riservata soltanto a quei pazienti che devono essere 






















Figura 3. Tecnica micro miografica a pressione. I segmenti vascolari isolati dal tessuto adiposo 
sottocutaneo o viscerale (da 150 a 300 µm di diametro, con lunghezza approssimativa di 2 
mm), dopo essere stati liberati dal tessuto connettivo circostante, sono posizionati in una 
apposita camera miografica contenente liquido di Krebs, incannulati alle due estremità a due 
micro cannule di vetro e legati ad esse mediante un filo di seta. Con l’ausilio di un 
microscopio ottico e di una telecamera è possibile visualizzare il vaso su un monitor, mentre 
con un software è possibile misurare le modificazioni di diametro. Gli studi di funzionalità 
endoteliale sono eseguiti osservando le modificazioni del diametro del lume in seguito alla 























      2.4  Obesità e disfunzione endoteliale 
      L’obesità è una condizione patologica ad eziologia multifattoriale caratterizzata da 
un eccesso di grasso corporeo: ad una predisposizione individuale su base 
poligenica, frequentemente si associa la compresenza di intake calorico eccessivo di 
grassi saturi ed uno stile di vita sedentario. L’obesità si associa ad una 
infiammazione sistemica di basso grado secondaria alla anomala produzione di 
mediatori pro-infiammatori. Numerosi studi hanno documentato la presenza di 
disfunzione endoteliale in diversi distretti vascolari del paziente obeso, alla cui base 
sono stati individuati meccanismi diretti e indiretti [36]. Inizialmente, l’associazione 
tra obesità e disfunzione endoteliale era ritenuta soltanto indiretta, in quanto 
l’obesità spesso coesiste con i classici fattori di rischio cardiovascolare, quali 
ipertensione, diabete mellito, dislipidemia, e che sono causa per se di disfunzione 
endoteliale. Soltanto recentemente è emersa l’ipotesi che l’obesità sia associata 
anche in maniera diretta alla disfunzione endoteliale e che pertanto rappresenti un 
vero e proprio fattore di rischio indipendente. Steinberg e coll. hanno per primi 
dimostrato che i soggetti obesi e i pazienti diabetici sono caratterizzati da una ridotta 
vasodilatazione endotelio-dipendente sia a livello del microcircolo dell’arto inferiore 
[37], sia a livello del microcircolo dell’avambraccio [38]  in maniera proporzionale 
all’adiposità corporea. In questi studi si è inoltre osservato che la vasodilatazione 
endotelio-dipendente era inversamente proporzionale al BMI e al rapporto vita-
fianchi (WHR) e che la somministrazione intra-arteriosa di acido ascorbico 
migliorava la risposta vascolare all’Ach, indicando che la disfunzione endoteliale 
nell’obesità è mediata dallo stress ossidativo [38]. Con la tecnica micro miografica, 
l’alterato rilasciamento endotelio-dipendente è stato confermato anche a livello delle 
25 
 
arteriole di resistenza isolate dal tessuto adiposo sottocutaneo o dal grasso viscerale 
di pazienti obesi severi rispetto ai controlli sani [39][40][41][42]. 
      Oltre alla classica attività di deposito, il tessuto adiposo produce una vasta gamma di 
chemochine pro-infiammatorie, denominate adipochine, e svolge pertanto una 
funzione endocrina in grado di influenzare la sensibilità insulinica, il metabolismo 
energetico, la risposta immunitaria e l’omeostasi vascolare. Negli ultimi anni, 
evidenze crescenti hanno evidenziato che il tessuto adiposo perivascolare (PVAT), 
che riveste i grandi vasi e le piccole arterie di resistenza, è in grado di modulare il 
tono vascolare in maniera paracrina. Le principali adipochine generate dal tessuto 
adiposo in grado di influenzare la funzione endoteliale sono la leptina, la resistina, 
l’adiponectina, il tumour necrosis factor alfa (TNF-α), l’interleuchina-6 (IL-6), il 
macrophage chemoattractant protein-1 (MCP-1), il plasminogen activator inhibitor-1 
(PAI-1) e le proteine del sistema renina-angiotensina. Particolare risalto è stato 
attribuito al ruolo dell’adiponectina sulla parete vascolare, in quanto è stato 
dimostrato che essa stimola la produzione di NO attraverso un processo di 
fosforilazione dell’enzima NOS endoteliale. A conferma di ciò, a livello del 
microcircolo dell’avambraccio di pazienti ipertesi è stata osservata una significativa 
correlazione diretta tra i livelli plasmatici di adiponectina e la vasodilatazione 
endotelio-dipendente. Questa adipochina inoltre inibisce l’adesione monocitaria 
riducendo l’espressione delle molecole di adesione sulla parete vascolare, inibisce la 
trasformazione macrofagica e riduce la proliferazione e la migrazione delle cellule 
muscolari lisce. Poiché nell’obesità la produzione e l’attività della adiponectina sono 
notevolmente ridotte, è intuitivo come in questa condizione si osservi uno 
sbilanciamento a favore dei fattori che promuovono la disfunzione endoteliale e 
quindi il processo aterosclerotico. Numerose evidenze sperimentali indicano che il 
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grasso viscerale possa giocare un ruolo diretto nella regolazione dell’infiammazione, 
secernendo TNF-α e IL-6. Come già accennato, tali citochine sono in grado di 
indurre disfunzione endoteliale. In particolare, il TNF-α è in grado di stimolare la 
produzione di stress ossidativo sia attraverso l’attivazione dell’enzima NAD(P)H 
ossidasi, una delle principali fonti di ROS, che attraverso l’attivazione del fattore di 
trascrizione nucleare NF-kB. L’IL-6 è in grado di aumentare la produzione di stress 
ossidativo attraverso l’attivazione di due importanti fonti, quali la xantina ossidasi 
(XO) e la NAD(P)H ossidasi. Inoltre, le elevate concentrazioni plasmatiche di IL-6 
sono in grado di stimolare la sintesi epatica di proteina C reattiva (PCR), la quale a 
sua volta induce disfunzione endoteliale riducendo l’espressione della NOS 
endoteliale e quindi la produzione di NO [36] (Fig. 4). 
      Studi recenti condotti nell’uomo hanno valutato il possibile legame tra il TNF-α e la 
disfunzione endoteliale obesità-correlata, poichè il sistema vascolare rappresenta un 
importante target per questa citochina. In uno studio condotto su pazienti con 
sindrome metabolica obesità-correlata, Tesauro e coll. [43] hanno valutato l’effetto 
della neutralizzazione del TNF-α con l’anticorpo monoclonale Infliximab (IFX) 
sulla reattività vascolare durante iperinsulinemia. In condizioni basali i pazienti 
mostravano una ridotta risposta vasodilatante sia all’ACh che al sodio nitroprussiato 
durante iperinsulinemia rispetto ai soggetti di controllo. IFX potenziava 
significativamente la risposta ad entrambi gli agonisti. Anche l’acido ascorbico 
migliorava la vasodilatazione endotelio-dipendente negli obesi, senza mostrare un 
ulteriore potenziamento dell’effetto se coinfuso con IFX. Questi dati suggeriscono 
che l’inibizione del TNF-α, in condizioni di iperinsulinemia, determina un 
miglioramento della reattività vascolare nei pazienti obesi attraverso la riduzione 
dello stress ossidativo [43]. Più recentemente, a livello delle arteriole di resistenza 
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isolate dal grasso sottocutaneo di obesi e controlli, è stato valutato il ruolo 
dell’infiammazione PVAT-derivata nella patogenesi della disfunzione vascolare 
[43]. Nei normopeso il PVAT bloccava o attenuava la risposta contrattile evocata 
dalla norepinefrina. Questa azione “anticontrattile” era mediata da un aumento della 
biodisponibilità di NO indotta -almeno in parte- dal rilascio di adiponectina dagli 
adipociti. L’effetto positivo del “PVAT sano” non era evidente negli obesi, che 
mostravano inoltre un’espansione dell’area adipocitaria. Incubando le arteriole di 
controllo provviste di PVAT con TNF-α e IL-6, gli Autori hanno dimostrato una 
riduzione dell’attività anticontrattile, che risultava molto simile a quella osservata 
negli obesi. Queste modificazioni indotte dallo stato infiammatorio locale erano 
tuttavia neutralizzate dall’applicazione di antiossidanti o dalla incubazione con gli 
antagonisti specifici delle citochine utilizzate. 
      Gli studi sopraindicati dimostrano la stretta relazione tra obesità e infiammazione e 
dimostrano che il sistema vascolare rappresenta un bersaglio delle citochine 
infiammatorie secrete dal tessuto adiposo.  
      In un recente studio condotto nel nostro laboratorio abbiamo valutato se, a livello 
delle piccole arterie di resistenza isolate dal grasso viscerale di pazienti obesi severi, 
fosse presente disfunzione endoteliale e il meccanismo implicato in tale alterazione. 
I vasi di pazienti obesi mostravano un ridotto rilasciamento endotelio-dipendente e 
un ridotto effetto inibitore di L-NAME, che era tuttavia normalizzato 
dall’incubazione con l’antiossidante tempol e, in misura simile, con IFX [41]. Gli 
obesi mostravano inoltre un’aumentata generazione intravascolare di ROS che era 
drammaticamente ridotta da tempol e IFX. Questi dati indicano che le piccole arterie 
di pazienti obesi presentano una ridotta biodisponibilità di NO secondaria ad 
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un’eccessiva generazione di ROS, dovuta ad una aumentata attività di NAD(P)H-
ossidasi, iNOS e Xantina ossidasi, e che il TNF-α gioca un ruolo fondamentale 
nell’indurre disfunzione endoteliale stimolando la produzione di stress ossidativo. 
Negli obesi, l’inibizione dell’enzima NAD(P)H ossidasi e iNOS migliorava la 
funzione endoteliale e contestualmente riduceva i ROS intravascolari. Globalmente 
questi dati dimostrano che la NAD(P)H ossidasi e l’iNOS sono i principali mediatori 
attraverso cui il TNF-α promuove la generazione intravascolare di stress ossidativo 
[41]. Le indagini immunoistochimiche hanno infine evidenziato una marcata 
overespressione di TNF-α nella tonaca media dei vasi di obesi, suggerendo che 
anche la parete vascolare, assieme al PVAT, rappresenta una fonte di infiammazione 
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Figura 4. Meccanismo attraverso il quale il fattore di necrosi tumorale alpha (TNF-α) induce 
squilibrio tra la presenza e attività di ossido nitrico e di endotelina-1 nelle piccole arterie di 
resistenza isolate da pazienti obesi. NAD(P)H ossidasi, attivata dal TNF-α, è una delle 
principali fonti di specie reattive dell’ossigeno (ROS), che conducono ad una distruzione di 
ossido nitrico. Inoltre, NAD(P)H ossidasi innesca il fenomeno del disaccoppiamento della 
eNOS, potenziando così la generazione di ROS. TNF-α stimola direttamente anche la 
produzione di endotelina-1 che a propria volta contribuisce alla generazione di ROS. La 
ridotta espressione di adiponectina nel tessuto adiposo perivascolare partecipa alla inibizione 







2.5 Ruolo di Arginasi nello sviluppo della disfunzione endoteliale 
Come già precedentemente descritto, l’NO è prodotto a partire dall’aminoacido L-
arginina ad opera di NOS. L'ossido nitrico stimola le cellule muscolari lisce 
vascolari a produrre GMP ciclico (cGMP), con effetto finale di rilasciamento 
vascolare e vasodilatazione. All’interno della parete vascolare è stato descritto un 
altro sistema enzimatico, Arginasi, il quale utilizza L-Arginina come substrato, 
determinandone la conversione in L-ornitina ed urea [46].  
2.5.1 L’enzima Arginasi è presente in due isoforme 
Arginasi è un metallo-enzima contenente manganese, di cui ad oggi sono state 
identificate due isoforme distinte, Arg-I ed Arg-II, le quali condividono circa il 60% 
di omologia di sequenza aminoacidica. Queste isoforme hanno differente 
distribuzione tissutale, differente localizzazione a livello subcellulare e differente 
reattività immunologica [47]. 
Arginasi I è un enzima localizzato all'interno del citoplasma ed è particolarmente 
rappresentato all'interno degli epatociti, catalizzando una tappa fondamentale del 
ciclo epatico dell'urea, che ha come obiettivo quello di smaltire l'eccesso di composti 
azotati derivanti dal metabolismo di aminoacidi e nucleotidi; esso costituisce la 
massima parte dell'intero pool arginasico del nostro organismo. Inoltre, Arginasi I è 
stato dimostrato anche in tessuti extraepatici, come le cellule endoteliali [48][49] e le 
cellule muscolari lisce vascolari umane [50]. 
Al contrario, Arginasi II è un enzima localizzato all'interno dei mitocondri, ha una 
ampia distribuzione tissutale, in particolare a livello prostatico e renale, mentre è 
scarsamente rappresentato a livello epatico [51][52]. Studi di immunoistochimica 
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hanno dimostrato ampiamente che la maggiore concentrazione di Arginasi a livello 
dei vasi sanguigni è espressa a livello endoteliale, nonostante una certa quota di tale 
enzima sia indubbiamente presente anche nelle cellule muscolari lisce vascolari; in 
particolare, in questa ultima sede, Arginasi sembrerebbe essere implicata non tanto 
nella modulazione della sintesi di NO, quanto nello stimolare la sintesi di poliamine 
per la proliferazione cellulare e la sintesi di prolina per promuovere la 
collagenogenesi. Sebbene sia documentata anche la presenza di Arginasi I, 
l'isoforma enzimatica prevalente a livello delle cellule endoteliali dei mammiferi è 
sicuramente Arginasi II [52]. 
2.5.2 Arginasi II nella disfunzione endoteliale 
Il ruolo di Arginasi II nelle cellule endoteliali, tuttavia, rimane ancora non 
completamente chiarito, sebbene la sua funzione nel regolare la produzione di NO 
stia sempre più emergendo. Recentemente, infatti, Arginasi si è dimostrato essere un 
enzima importante nella regolazione della biodisponibilità di NO, in virtù della 
competizione con eNOS per il substrato comune, la L-arginina; una elevata 
espressione di Arginasi può pertanto risultare in una ridotta produzione di NO, a 
causa della riduzione dei livelli di L-arginina (Fig. 5). Negli ultimi anni sono stati 
condotti diversi studi che evidenziano il legame tra l’aumentata espressione di 
Arginasi e lo sviluppo di disfunzione endoteliale, sia utilizzando modelli 
sperimentali animali che effettuando studi sull’uomo (attraverso le colture cellulari o 




















Figura 5. Modello che schematizza l’induzione dello sviluppo di lesioni vascolari da parte di 
Arginasi. Nei vasi periferici, la generazione di ossido nitrico (NO) da parte della ossido nitrico 
sintetasi endoteliale (NOS) all’interno delle cellule endoteliali gioca un ruolo fondamentale 
nel mantenimento dell’omeostasi vascolare. La capacità di Arginasi di competere con eNOS 
per il substrato L-arginina riduce la sintesi di NO e conduce a disfunzione endoteliale. Inoltre, 
Arginasi indirizza il metabolismo di L-arginina verso la sintesi di poliamine e di L-prolina che 
sono rispettivamente responsabili della proliferazione delle cellule muscolari lisce vascolari e 







2.5.3 Studi su modelli sperimentali animali  
E’ interessante notare da subito che anche in condizioni fisiologiche esiste una 
evidente correlazione inversa tra l'attività di Arginasi e la produzione di ossido 
nitrico, come dimostrato da studi di reattività vascolare effettuati su arteriole 
subepicardiche suine. Ottenendo in modo sperimentale l'inibizione di eNOS 
attraverso somministrazione di N-monometil L-arginina (L-NMMA), si produce 
infatti una riduzione della vasodilatazione in risposta a somministrazione di agonisti 
come adenosina e serotonina. Al contrario, l'inibizione selettiva di Arginasi da parte 
di alfa-difluoro-metil-ornitina (DFMO), porta ad un aumento della produzione di 
NO in risposta a somministrazione degli stessi agonisti, con conseguente incremento 
della vasodilatazione [54]. Similmente, in topi knockout per il gene dell’Arginasi II, 
la risposta vasodilatante all’acetilcolina risulta essere maggiore rispetto ai controlli 
wild-type [55]. 
In merito al ruolo dell’Arginasi nell’ipertensione arteriosa, esistono studi di 
reattività vascolare condotti su segmenti di aorta toracica di ratti ipertesi e su maiali 
ipertesi che hanno evidenziato come la inibizione di Arginasi da parte di DFMO 
determini una reversibilità dell'effetto di inibizione di NOS da parte di L-NMMA 
[56][57].  
Inoltre, sono stati condotti studi su modelli murini di aterosclerosi: sia nel primo 
gruppo di animali in esame,  in cui è stato indotto il knockout del gene per la 
apolipoproteina E (ApoE
-/-
), che nel secondo gruppo, rappresentato da topi wild-
type, è stata somministrata una dieta ipercolesterolemica. Nei topi ApoE
-/-
, sia 
l'inibizione selettiva di Arginasi II che la delezione del suo gene portano a: (1) 
prevenzione della ridotta produzione di NO dipendente dalla dieta 
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ipercolesterolemica; (2) decremento della produzione endoteliale di ROS; (3) 
riduzione della ossidazione delle LDL all'interno della placca vascolare [58]. 
Per indagare la funzione dell’Arginasi nella disfunzione endoteliale in relazione 
all’invecchiamento, sono stati effettuati  studi su segmenti di aorta toracica di ratto 
anziano. All’interno delle cellule endoteliali, è stato dimostrato che Arginasi inibisce 
la produzione di ossido nitrico attraverso la competizione con eNOS per il substrato 
L-arginina, riducendone pertanto la biodisponibilità intracellulare [59]. Un ulteriore 
studio ha evidenziato che l'inibizione dell'attività arginasica porta ad un significativo 
incremento dell'attività di eNOS, come dimostrato dall'aumentata biodisponibilità di 
L-arginina e dall'aumentata produzione di ossido nitrico [60]. E’ stato valutato infine 
il ruolo dell'inibizione di Arginasi ponendo a confronto la vasodilatazione indotta da 
acetilcolina in segmenti di aorta di ratto giovane e di ratto anziano; in entrambi i 
gruppi, si assiste ad un miglioramento della risposta vascolare, nonostante questo sia 
nettamente maggiore nel secondo gruppo rispetto al primo [59]. Ciò induce a 
pensare che Arginasi svolga un ruolo di primo piano anche nella disfunzione 
endoteliale legata all'invecchiamento. 
Studi eseguiti su ratto anziano con disfunzione endoteliale e rigidità vascolare hanno 
evidenziato che l'età avanzata rappresenta di per sé una condizione che favorisce lo 
sviluppo di un microambiente pro-infiammatorio. Ciò risulta in una aumentata 
espressione di iNOS che a propria volta media la nitrosilazione e l'attivazione di 
Arginasi-I nell'aorta di questi ratti anziani. L'importanza della attivazione di 
Arginasi-I deriva dall'osservazione che una sua inibizione produce un aumento della 
biodisponibilità di NO e una riduzione dei livelli di anione superossido, migliorando 
la funzione endoteliale e la compliance arteriosa [61].  
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Un ulteriore studio ha valutato come l’iperespressione di Arginasi II all’interno delle 
cellule endoteliali, indotta nei topi attraverso manipolazione genica, influisca sul 
rischio di sviluppare alterazioni cardiovascolari, concludendo che effettivamente 
esiste una maggiore incidenza di ipertensione arteriosa e di lesioni aterosclerotiche a 
livello aortico, rispetto ai controlli wild-type [62]. 
Studi condotti su modelli murini di obesità e sindrome metabolica suggeriscono il 
ruolo di Arginasi nel determinare disfunzione endoteliale nell’ambito di queste due 
condizioni. Nel modello murino di obesità umana [63] è stato dimostrato che la 
ridotta vasodilatazione ACh-dipendente viene migliorata dalla somministrazione 
dell’inibitore di Arginasi N-idrossi-nor-L-arginina (nor-NOHA) che risulta essere i 
grado di aumentare l’espressione di eNOS e i livelli di ossido nitrico. Il blocco 
dell'attività arginasica migliora anche l'ipertensione nei ratti affetti da sindrome 
metabolica sia in modo diretto, ovvero aumentando i livelli di NO e favorendo la 
vasodilatazione endotelio-dipendente, sia in modo indiretto, ovvero inibendo 
l'insulino-resistenza e l'ipertrigliceridemia [64]. 
Inoltre, anche in questo modello sperimentale, appare evidente che l’aumentato 
stress ossidativo abbia un ruolo di primo piano nel determinismo della disfunzione 
endoteliale [65]. Ad ulteriore riprova di questo, nel modello murino di obesità, 
l'incubazione con sepiapterina e L-NAME blocca la formazione di anione 
superossido, riducendo  lo stress ossidativo vascolare   [66]. 
In conclusione, un aumento dell'attività arginasica può portare al consumo del 
quantitativo di L-arginina necessario per la produzione di NO da parte di eNOS, 
determinando disfunzione endoteliale. In accordo con questa ipotesi e sulla base dei 
suddetti studi effettuati sull’animale, è possibile affermare con certezza che 
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l'aumentata attività di Arginasi si associa alla presenza di disfunzione endoteliale nei 
modelli sperimentali di ipertensione [67], aterosclerosi [51], diabete mellito [68], 
invecchiamento [69] e  obesità. 
 
2.5.4 Studi sull’uomo 
Ad oggi, gli studi circa l’influenza di Arginasi sulla disfunzione endoteliale 
nell’uomo non sono consistenti, ma ancora agli albori. Tuttavia, esistono  alcune 
evidenze  che suggeriscono che quanto è stato già dimostrato nel modello 
sperimentale animale possa essere valido anche nell’uomo. 
Nelle cellule endoteliali di aorta umana, la stimolazione con lipoproteine a bassa 
densità ossidate (OxLDL) e la trombina determinano un incremento dell'attività di 
Arginasi, risultante in una riduzione della produzione dei metaboliti di NO [51][52]. 
Inoltre, all’interno dei macrofagi umani, il silenziamento di Arginasi II riduce 
l’adesione dei monociti alle cellule endoteliali e la loro produzione di mediatori pro 
infiammatori a seguito della somministrazione di OxLDL o di lipopolisaccaride 
(LPS); ciò consente di concludere che Arginasi II promuove la risposta 
infiammatoria macrofagica attraverso la produzione di specie reattive dell’ossigeno 
e che questa risposta infiammatoria può contribuire allo sviluppo di condizioni di 
aterosclerosi e di insulino-resistenza [70]. 
Un interessante studio effettuato su cellule endoteliali umane ottenute dalla vena 
ombelicale ha mostrato come la somministrazione di un generatore di perossinitrito, 
la 3-morfolinosidnonimina (SIN-1), sia in grado di determinare una alterata 
fosforilazione della eNOS, risultante in una ridotta produzione di NO e in 
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un’aumentata produzione di anione superossido; tale fenomeno risulta reversibile a 
seguito della inibizione della Arginasi-II. E’ stato quindi ipotizzato, sulla base di 
questo dato, che la ridotta produzione di NO secondaria alla somministrazione di 
SIN-1 sarebbe mediata dall’attività di Arginasi, per cui un blocco di quest’ultima 
esita in un ripristino della generazione di ossido nitrico [71]. 
Nel 1991, Drexler et al. [72] evidenziarono che l’infusione di L-arginina all’interno 
delle arteriole epicardiche di pazienti con ipercolesterolemia era in grado di 
migliorare la funzione endoteliale, valutata attraverso l’incremento del flusso 
arterioso indotto dall’ ACh; al contrario, nei controlli, l’infusione di L-arginina non 
mostrava alcuna variazione nel flusso arterioso coronarico. Un ulteriore studio 
condotto da Creager et al. [73] ha confermato le osservazioni del precedente lavoro, 
valutando stavolta il miglioramento nella vasodilatazione endotelio-dipendente a 
seguito della infusione di L-arginina all’interno dell’arteria brachiale di pazienti 
ipercolesterolemici. Questi due studi suggeriscono che, in condizioni di 
ipercolesterolemia, la compromissione della vasodilatazione endotelio-dipendente è 
sicuramente secondaria ad una riduzione del substrato L-arginina. Successivamente, 
un ulteriore studio condotto su pazienti affetti da ipercolesterolemia familiare ha  
messo in evidenza il ruolo di primo piano dell’Arginasi, come dimostrato 
dall’efficacia della sua inibizione nel determinare un miglioramento della funzione 
endoteliale, valutata attraverso pletismografia venosa dell’avambraccio [74]. 
Studi effettuati su pazienti affetti da diabete mellito di tipo 2, con bassa attività della 
ossido nitrico sintetasi e conseguente ridotta vasodilatazione endotelio-dipendente, 
dimostrano l’esistenza di un aumento dell'attività arginasica plasmatica che correla 
direttamente con il grado di iperglicemia e che tende a ridursi in presenza di 
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iperinsulinemia. L'insulina apporta pertanto un miglioramento della vasodilatazione 
in risposta all’ACh come conseguenza di una riduzione dell'attività arginasica stessa 
[75].  
Più recentemente, in pazienti con diabete mellito tipo 2, sia in assenza che in 
presenza di malattia coronarica (CAD), è stata valutato il ruolo di Arginasi a livello 
del microcircolo dell’avambraccio [76]. In questi pazienti, l’infusione dell’inibitore 
di Arginasi, N-idrossi-nor-L-arginina (nor-NOHA; 0.1 mg/min), migliorava 
significativamente sia la vasodilatazione endotelio-dipendente (indotta dalla 
serotonina) che l’effetto inibitorio della L-NMMA sulla risposta alla serotonina.  
L’effetto migliorativo da parte di norNOHA era indipendente dalla presenza o meno 
di CAD. Questi dati suggeriscono che quindi anche nel paziente con diabete mellito 
di tipo 2, l’incrementata attività arginasica è un fattore chiave nello sviluppo della 










3. SCOPO DELLA TESI 
 
 
Da quanto esposto nel capitolo precedente, si evince come la disfunzione endoteliale 
sia una caratteristica comune a molte condizioni patologiche che predispongono 
l’individuo ad un elevato rischio cardiovascolare, compreso il diabete mellito. 
Inoltre, è ormai stabilita l’importanza dell’attività dell’enzima Arginasi nel 
determinare una ridotta formazione di ossido nitrico, grazie all’utilizzo di modelli 
sperimentali animali e di alcuni studi effettuati sull’uomo. 
Al momento attuale non vi sono dati circa il ruolo svolto dall’enzima Arginasi nella 
genesi della disfunzione endoteliale nel paziente con obesità, una condizione clinica 
predisponente al diabete mellito ed associata ad un elevato rischio cardiovascolare. 
Questo studio si propone pertanto l’obiettivo di valutare, all’interno delle piccole 
arterie di resistenza prelevate dal tessuto adiposo di pazienti affetti da obesità 
viscerale: 
1. Il ruolo di Arginasi nella genesi della disfunzione endoteliale 
2. Il meccanismo attraverso il quale Arginasi determina disfunzione 
endoteliale, con particolare riferimento alla riduzione della sintesi di NO 
conseguente alla deplezione di L-arginina 
3. Il rapporto tra Arginasi e la produzione vascolare di ROS 
 
A questo proposito, la tecnica micromiografica utilizzata nel presente studio è 
particolarmente indicata per lo scopo che è stato prefissato. Infatti, in questa 
procedura, i vasi vengono isolati e gli esperimenti sono effettuati in vitro ex vivo. 
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Questo consente di studiare numerosi meccanismi fisiopatologici attraverso l’uso di 
agonisti ed antagonisti senza considerarne le specifiche tossicità, non altrimenti 

















4. MATERIALI e METODI 
 
      Popolazione studiata 
      Lo studio ha incluso 20 pazienti con obesità severa (OB) (BMI=45.3±6.0; età: 
37.3±11.4 anni) e 20 soggetti normopeso di controllo (Ctrl) (BMI=26.3±2.4; età: 
35.0±8.2 anni); i soggetti di entrambi i gruppi sono stati sottoposti a biopsia 
sottocutanea durante l’esecuzione di una procedura chirurgica laparoscopica. In 
particolare, i pazienti obesi erano sottoposti ad intervento chirurgico di chirurgia 
bariatrica, mentre i soggetti normopeso erano sottoposti ad intervento chirurgico in 
elezione per calcolosi della colecisti.  
      Nessuno di questi pazienti, al momento dello studio, è risultato affetto da 
ipertensione arteriosa, diabete, dislipidemia e malattia renale cronica; nessuno 
inoltre presentava una anamnesi positiva per fumo di sigaretta. 
      I due gruppi di pazienti sono stati inoltre suddivisi in due sottogruppi sulla base 
dell’età, individuando pertanto, sia tra gli obesi che tra i normopeso, un primo 
sottogruppo di soggetti aventi un’età inferiore a 30 anni e un secondo sottogruppo di 
soggetti aventi un’età superiore a 30 anni. (Tab.1) 





Caratteristiche cliniche della popolazione studiata
Obesi (n = 20) Controlli (n = 20)
Età (anni) 37.3  11.4 35.0  8.2
Maschi/Femmine 10/10 11/9
Indice di Massa Corporea
(Kg/m2)
45.3  6.0 * 26.3  2.4
Glicemia a digiuno (mg/dL) 90.5  5.9 83.5  8.0
eGFR (ml/min) 91.5  7.9 87.0  5.7
Storia di fumo no no
Pressione arteriosa sistolica
(mmHg)
119.4  8.1 125.8  7.1
Pressione arteriosa
diastolica (mmHg)
79.1  5.8 78.5  3.7
Frequenza cardiaca (bpm) 78.9  7.1 * 68.3  4.9
Colesterolo totale (mg/dL) 183  25 194  21
Colesterolo HDL (mg/dL) 44  10 51  7
Trigliceridi (mg/dL) 123  34 131  24
* P<0.05 vs controlli
 
 








Preparazione delle piccole arterie ed esperimenti funzionali 
       Tutti i pazienti sono stati sottoposti durante intervento chirurgico in laparoscopia a 
biopsia del grasso sottocutaneo dalla parete anteriore della regione addominale, dal 
quale sono state isolate le piccole arterie (150-300 µm di diametro) dal grasso 
periavventiziale. 
       Il tessuto prelevato dalla biopsia è  immerso immediatamente in una soluzione di 
Krebs ( mM: NaHCO3 25.0; Glucosio 5.5; NaCl 120.0; KCL 4.7; CaCl2 2.5; EDTA 
0.026; KH2PO4 1.18) a 4°C per mantenerlo vitale. In seguito viene  posizionato su 
una piastra di Petri, all’interno della quale, tramite l’ausilio del microscopio ottico 
bifocale e di pinzette molto sottili, viene effettuato l’isolamento delle piccole arterie 
dal grasso periavventiziale; queste arterie vengono quindi posizionate in una 
apposita camera riscaldata a 37 °C contenente Krebs, dove vengono inserite e legate 
tramite un filo di seta alle due estremità di due microcannule di vetro. La posizione 
del vaso è quindi ottimizzata mediante piccoli movimenti di una delle due 
microcannule fino a rendere parallele le due pareti del vaso.  All’interno della 
camera il vaso è mantenuto vitale durante tutto l’esperimento perchè al suo interno 
viene fatta passare la soluzione di Krebs saturata di carbogeno (miscela contenente 
ossigeno al 95% e anidride carbonica al 5%) a un PH di 7.4 e a una temperatura 
fisiologica di 37 °C. Gli studi sono stati eseguiti mantenendo il vaso ad una 
pressione costante di 60mmHg. Con l’ausilio di un microscopio ottico e di una 
telecamera collegata al monitor del computer è stato possibile vedere ad occhio nudo 
e in diretta nel monitor la vasodilatazione o vasocostrizione dell’arteria isolata. 
L’entità del movimento del vaso è stata calcolata direttamente dal programma 
Myoview ed espressa in micron. Le/a sostanze/a da testare sono state infuse nel lato 
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extraluminare dell’arteria tramite una pompa peristaltica. Questa pompa lavora a 
flusso costante (circa 4ml/min).  
      Prima di iniziare il trattamento con la/e sostanze in esame, una volta finito 
l’allestimento è stata valutata la vitalità dell’arteria. A tale fine, l’arteria è stata 
trattata, tramite infusione extraluminale, con una soluzione contenente una elevata 
concentrazione di KCl (125mmol/L). Le arterie vengono considerate vitali se 
mostrano una riduzione del lume maggiore del 40%. Una volta appurato che l’arteria 
allestita è vitale, è stata lavata per 30 min con Krebs e successivamente sono state 
effettuate misurazioni basali del lume e delle parete del vaso. 
          
         Test di reattività vascolare 
       Valutazione della vasodilatazione endotelio-dipendente ed endotelio-indipendente 
      Previa contrazione indotta con Norepinefrina (1µM), sono state valutate le 
dilatazioni endotelio-dipendenti ed endotelio-indipendenti misurando 
rispettivamente la risposta dilatatoria delle piccole arterie a concentrazioni 
cumulative di Acetilcolina (ACh da 0,001 a 100 µM) e a Nitroprussiato di Sodio 
(0,01-100 µM). 
      Influenza della biodisponibilità di NO sulla dilatazione endotelio-dipendente 
       Nelle piccole arterie dei pazienti obesi e dei soggetti normopeso di controllo sono 
state realizzate curve concentrazione-risposta all’ACh prima e dopo incubazione per 
30 minuti con un inibitore di eNOS, L-NAME (10
-4
mol/L), per valutare la 
biodisponibilità di NO. 
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      Valutazione del ruolo di L-arginina 
       Esclusivamente nelle piccole arterie dei pazienti obesi sono state realizzate curve 
concentrazione-risposta all’ACh prima e dopo incubazione per 30 minuti con L-
arginina (3mmol/L) al fine di capire se la supplementazione del substrato di eNOS 
porti o meno ad un miglioramento della vasodilatazione endotelio-dipendente. 
     Valutazione del ruolo di Arginasi 
       Nelle piccole arterie di resistenza dei pazienti obesi e dei soggetti controllo, sono 
state realizzate curve concentrazione-risposta all’ACh prima e dopo incubazione per 
30 minuti con un inibitore non selettivo di Arginasi, norNOHA (10µmol/L) per 
osservare il comportamento dei vasi in funzione del blocco dell’enzima Arginasi. 
 
      Rilevazione della produzione di anione superossido intravascolare 
      La produzione in situ dell’anione superossido è stata valutata mediante la 
colorazione fluorescente con dihydroethidum (DHE) in condizioni basali. 
       Sono state quindi applicate soluzioni tampone Krebs-HEPES contenenti 2 µM di 
DHE su ciascuna sezione e valutate con microscopio a fluorescenza.  
       La percentuale di area di parete arteriosa colorata con segnale rosso è stata 
analizzata con un software di imaging (MKcBiophotonics Image J; National 




Analisi statistica dei dati 
      L’analisi statistica è stata effettuata utilizzando il software GraphPad Prism  
(GraphPad Prism, San Diego, CA, USA). I risultati sono presentati come media  
deviazione standard e sono stati analizzati mediante ANOVA per misure ripetute, 
seguito dal test di Student-Newman-Keuls, o dal t test di Student per dati non 




















Studi di funzionalità vascolare 
I primi risultati hanno riguardato la funzione endoteliale dei vasi provenienti dai 
pazienti obesi e dai controlli, considerati globalmente, senza distinzione di età.  
Nei controlli, la somministrazione di concentrazioni crescenti di ACh determinava 
una normale vasodilatazione, prossima al 100%, che veniva significativamente 
ridotta dalla concomitante somministrazione di L-NAME. In questo gruppo, 
norNOHA non modificava in alcun modo la risposta vascolare all’ACh. Infine la 
concomitante infusione di norNOHA non influenzava l’effetto inibitorio di L-
NAME sulla vasodilatazione endotelio-dipendente (Fig. 6A).  
Nei pazienti obesi, la somministrazione di concentrazioni crescenti di ACh 
provocava una vasodilatazione che è risultata significativamente (P<0.001) ridotta 
rispetto ai controlli. Inoltre, l’inibizione di L-NAME sulla risposta all’ACh, seppur 
ancora presente, era decisamente ridotta rispetto a quella osservata nei soggetti 
controllo. In questi vasi inoltre l’inibizione di Arginasi, mediante norNOHA, 
determinava un modesto aumento della vasodilatazione endotelio-dipendente, 
seppure statisticamente significativo. NorNOHA inoltre aumentava l’effetto 
inibitorio di L-NAME sulla vasodilatazione ACh-indotta. Da osservare che in 
presenza di norNOHA l’effetto inibitorio di L-NAME è risultato comunque inferiore 





Figura 6. Studi di funzionalità vascolare in soggetti normopeso di controllo (A) e in pazienti 








Successivamente, abbiamo osservato le stesse curve, suddividendo sia i soggetti 
normopeso di controllo sia i pazienti con obesità in funzione dell’età. 
Nei controlli di età inferiore a 30 anni, la somministrazione di ACh induceva una 
importante vasodilatazione (>90%) e  la incubazione con norNOHA non esercitava 
alcuna influenza sulla dilatazione endotelio-dipendente; al contrario, la 
vasodilatazione è risultata significativamente ridotta in presenza di L-NAME, 
indipendentemente dalla presenza di norNOHA (Fig. 7A). 
Nei pazienti obesi di età inferiore a 30 anni, la somministrazione di ACh induceva 
una minore risposta vasodilatante rispetto ai controlli di pari età, e tale risposta 
veniva significativamente potenziata dalla contemporanea somministrazione di 
norNOHA, la quale è stata anche in grado di aumentare significativamente la 
inibizione indotta da L-NAME sull’ACh, risultando simile a quella osservata nei 
controlli. In questo gruppo l’infusione di L-arginina non modificava la risposta 
vascolare all’agonista endoteliale, mentre in presenza di  entrambe  norNOHA ed L-
arginina,  la vasodilatazione  Ach-mediata veniva ulteriormente potenziata.  Nei 
controlli di età maggiore di 30 anni, la somministrazione di ACh determinava una 
vasodilatazione minore rispetto ai controlli di età inferiore a 30 anni (circa il 70%). 
Anche in questo gruppo di controlli, l’incubazione con norNOHA non ha esercitato 
nessuna influenza sulla risposta vascolare, mentre la somministrazione di L-NAME 
riduceva significativamente la risposta all’Ach, anche se in misura ridotta rispetto ai 





Soggetti di controllo (n=8) (età: 26.3±2.2) 
A) 
 
Pazienti obesi (n=8) (età:26.2±3.0) 
B) 
Figura 7. Studi di funzionalità vascolare in soggetti normopeso di controllo (A) e in pazienti 
obesi (B) di età inferiore a 30 anni. 
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Nei pazienti obesi di età superiore a 30 anni, la risposta all’Ach risultava 
ulteriormente ridotta sia rispetto ai pazienti obesi più giovani (P<0.001) che ai 
soggetti controllo di pari età (Fig. 8A). In questo gruppo, nè la presenza di 
norNOHA, né quella di L-NAME influenzava in alcun modo la risposta vascolare 
all’agonista endoteliale. Nell’esperimento finale, L-Arginina si è dimostrata 
anch’essa ininfluente sulla vasodilatazione endotelio-dipendente, così come la 














Soggetti di controllo (n=12) (età: 40.8±4.6) 
A)  
Pazienti obesi (n=12) (età: 44.7±8.2) 
B) 
Figura 8. Studi di funzionalità vascolare in soggetti normopeso di controllo (A) e  in pazienti 
obesi (B) di età superiore a 30 anni. 
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Analisi della produzione di anione superossido 
L’analisi DHE mostrava un notevole aumento della produzione di anione 
superossido nei vasi dei pazienti più anziani con obesità severa, sia rispetto a quelli 




Figura 8. In alto, immagine di immunofluorescenza rappresentativa dell’espressione di ROS nei vasi dei 
soggetti normopeso di controllo e nei vasi dei pazienti con obesità severa, suddivisi per fasce di età. 
In basso, analisi quantitativa del segnale rosso nelle piccole arterie dei soggetti normopeso di 





I risultati ottenuti evidenziano che a livello delle piccole arterie di resistenza del 
paziente con obesità di grado severo esiste una compromissione della 
vasodilatazione endotelio-dipendente ed una concomitante riduzione dell’effetto 
inibitorio svolto da un NOS antagonista sulla funzione endoteliale. Questi dati 
confermano i risultati presenti in letteratura che dimostrano come nelle piccole 
arterie di resistenza dei pazienti con obesità severa sia presente una disfunzione 
endoteliale legata ad una ridotta biodisponibilità di NO. 
La prima novità dei risultati della presente tesi consiste nell’individuazione del ruolo 
dell’enzima Arginasi nella patogenesi della disfunzione endoteliale nei pazienti 
obesi. I nostri risultati dimostrano che nelle piccole arterie di resistenza dei pazienti 
obesi di età inferiore a 30 anni la ridotta risposta vascolare all’ACh veniva 
significativamente migliorata dalla incubazione con norNOHA, un inibitore di 
Arginasi. In aggiunta a ciò, in presenza di norNOHA, l’effetto inibitorio di L-
NAME sulla risposta vascolare all’acetilcolina veniva ripristinato, un dato che 
dimostra come il blocco di Arginasi sia in grado di aumentare significativamente la 
biodisponibilità del substrato L-arginina per eNOS, per produrre NO. Ciò sta ad 
indicare che in questa coorte di pazienti, esiste effettivamente una aumentata attività 
arginasica che è responsabile della ridotta vasodilatazione endotelio-dipendente. 
Inoltre, a rendere ancora più solida questa evidenza, sempre nei pazienti obesi di età 
inferiore a 30 anni, la sola somministrazione del substrato L-arginina non produceva 
alcun effetto, mentre la co-somministrazione del substrato e della norNOHA 
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aumentava ulteriormente la risposta vasodilatante all’ACh (rispetto alla sola 
somministrazione di norNOHA); ciò sta ad indicare che se aumentiamo il substrato 
ma non inibiamo l’Arginasi, quest’ultima, che evidentemente ha una maggiore 
affinità di legame con L-Arginina rispetto a eNOS con cui svolge un meccanismo di 
competizione enzimatica, persevera nella sua azione di impedire al substrato di 
essere utilizzato dalla eNOS.  
La seconda novità dei risultati della presente tesi consiste nell’individuazione del 
ruolo dell’enzima Arginasi nella patogenesi della disfunzione endoteliale nei 
pazienti obesi più anziani. I nostri risultati hanno innanzitutto dimostrato che nelle 
piccole arterie di resistenza dei pazienti obesi di età maggiore a 30 anni, la ridotta 
risposta vascolare all’ACh non veniva influenzata dalla simultanea 
somministrazione di L-NAME, a conferma del dato che in questi pazienti la 
biodisponibilità di NO è pressochè esaurita. Inoltre, la risposta all’acetilcolina non 
veniva influenzata né dalla incubazione della sola norNOHA, né dalla 
somministrazione del solo substrato L-arginina, né dalla coincubazione con L-
arginina e norNOHA. Questi dati, nel loro insieme stanno ad indicare che Arginasi 
non ha alcun ruolo nella patogenesi della disfunzione endoteliale del paziente obeso 
più anziano e che anche eNOS ha perso la sua funzione di generare NO, come 
dimostrato dall’ininfluenza sia della somministrazione di L-NAME che della 
cosomministrazione di norNOHA e L-arginina. Una possibile spiegazione di questo 
dato viene fornita dai nostri risultati sullo stress ossidativo attraverso la tecnica del 
diidroetidio mediante l’ausilio del microscopio confocale, che consente di 
individuare la presenza di anione superossido all’interno della parete vascolare. 
Questa analisi ha evidenziato la presenza di una notevole quantità di stress 
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ossidativo all’interno dei vasi provenienti dai pazienti obesi più anziani, 
significativamente maggiore sia rispetto ai controlli di pari età, sia rispetto ai 
pazienti obesi più giovani. Ciò ci induce a concludere che nei pazienti obesi più 
anziani, la mancata funzionalità sia di NOS che di Arginasi nel modificare la 
risposta all’agonista endoteliale sia la conseguenza proprio di un elevato livello di 
stress ossidativo che verosimilmente (anche se non ancora dimostrato da questo 
studio) determina il fenomeno di disaccoppiamento della eNOS. E’ noto infatti che 
lo stress ossidativo abbia una elevatissima affinità per eNOS, tale da modificarne la 
funzione e indurlo a produrre perossinitriti a scapito dell’NO. Se questa ipotesi è 
plausibile, è verosimile che nel nostro studio la somministrazione di sostanze 
antiossidanti come l’acido ascorbico, annullando lo stress ossidativo, potrebbe 
essere in grado di ripristinare la funzione endoteliale dopo infusione di norNOHA. 
In conclusione, i nostri risultati indicano che all’interno delle piccole arterie di 
resistenza dei pazienti obesi più giovani, Arginasi è presente e funzionante, in grado 
di sottrarre L-arginina ad eNOS ed impedendo così la genesi di una rilevante quota 
di NO. Al contrario, nei pazienti obesi più anziani o comunque con una maggiore 
esposizione all’obesità severa, Arginasi non sembra giocare nessun ruolo nel 
determinismo della disfunzione endoteliale.   
Questi dati hanno un potenziale risvolto clinico. E’ oramai infatti definito come la 
ridotta attività biologica di NO sia fondamentale nella patogenesi della malattia 
aterosclerotica e negli eventi cardiovascolari. Pertanto, l’azione dannosa di Arginasi 
sull’attività del NO nei pazienti obesi più giovani può rappresentare un meccanismo 
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attraverso il quale possano essere favoriti i processi aterosclerotici, come 
documentato in modelli animali ed umani di malattie vascolari. 
I presenti risultati suggeriscono anche che la via enzimatica mediata da Arginasi 
potrà in futuro essere considerata un possibile target terapeutico aggiuntivo per 
migliorare la disfunzione endoteliale e, possibilmente, per prevenire lo sviluppo di 
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